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1 Resumen de las ideas clave

Las grasas comestibles son propensas a las reacciones de deterioro que provocan cambios
importantes en su composicién y propiedades organolépticas. Este deterioro en la calidad de las
grasas es el resultado de reacciones de lipdlisis o enranciamiento hidrolitico y de reacciones de
oxidacion, fendmeno conocido como enranciamiento oxidativo o autooxidacion. La
autooxidacién es un proceso irreversible provocado por una serie de reacciones en cadena. En
la primera fase de este proceso se forman radicales perdxido e hidroperdxido que son muy
inestables y tienden a reaccionar rapidamente dando lugar a las siguientes fases de la oxidacion.
Para medir el grado de oxidacién de una grasa o aceite en las primeras etapas del proceso se
emplea el indice de perdxidos.

2 Objetivos

Este articulo tiene como objetivo que el estudiante sea capaz de:

e Reconocer los diferentes tipos de fenédmenos de enranciamiento que se producen en
las grasas comestibles.

e Llevar a cabo el procedimiento de anadlisis para determinar la concentracidn de
hidroperdéxidos en una grasa comestible empleando el indice de perdxidos.

e Estimar el grado de oxidacion primaria de un aceite comestible a partir de su valor del
indice de perdéxidos.

3 Introduccion

El Codigo Alimentario Espafiol (CAE) define como grasas comestibles “los productos de origen
animal o vegetal cuyos constituyentes principales son glicéridos naturales de los acidos grasos,
conteniendo como componentes menores otros lipidos”. Dentro de este grupo de alimentos, se
aplica “la denominacion genérica de aceites a aquellos productos grasos liquidos a la
temperatura de 20 grados centigrados, y la de sebos y mantecas, o simplemente grasas, a los
productos grasos sélidos a la misma temperatura”.

Durante el procesado y almacenamiento de las grasas, pueden producirse una serie de
reacciones de deterioro que provocan cambios importantes en su composicion y propiedades
organolépticas. Estos cambios tienen un impacto negativo sobre su calidad e inocuidad y
provocan una reduccion significativa de su vida atil. Estas alteraciones reciben cominmente el
nombre de rancidez o enranciamiento, y son el resultado de reacciones de lipdlisis y de
oxidacion.

El enranciamiento oxidativo, también conocido como autooxidacion, se debe a la oxidacion de
los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados, dando lugar a la formacién de perdxidos o
hidroperdxidos, que posteriormente se polimerizan y descomponen formando aldehidos,
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cetonasy acidos de menor peso molecular. La autooxidacidn es un proceso irreversible mediado
por radicales libres a través de una serie de reacciones en cadena. Aunque es imposible detener
estas reaccionesy, por tanto, evitar la oxidacién en su totalidad, si pueden ser retardadas gracias
a la adicién de compuestos antioxidantes.

El mecanismo de oxidacion consta de tres fases: iniciacidon, propagaciéon y final. Los
hidroperéxidos son los compuestos mas importantes en la fase inicial de la reaccién y se
caracterizan por ser muy inestables. Al aumentar el tiempo de la reaccion, estos productos
primarios de la oxidacién se descomponen generando una mezcla compleja de productos
volatiles, no-volatiles y otros compuestos secundarios de la oxidacién, cuya concentracién va
aumentando a medida que avanza el proceso de oxidacion.

Para determinar el grado de oxidacién de una grasa o alimento se pueden emplear diferentes
métodos de analisis. Entre los procedimientos mas utilizados para medir el nivel de oxidacién
de una grasa destacan el indice de peréxidos, para determinar el grado de oxidacién primaria, y
el indice de p-anisidina y el test del Acido tiobarbiturico o indice del TBA para evaluar estados de
la oxidacidn de las grasas mds avanzados.

El indice de perdxidos permite medir el grado de oxidacion Unicamente en las primeras etapas
de oxidacién, ya que este indice mide un producto transitorio, de forma que después de su
formacién, peréxidos e hidroperdxidos se transforman rapidamente en otros productos de la
oxidacion. Es por ello que durante el tiempo de almacenamiento el valor del indice de perdxidos
ird en aumento hasta alcanzar un maximo y luego comenzara a disminuir. Aunque el indice de
perdxidos es uno de los procedimientos analiticos mas empleados para medir estados iniciales
de la oxidacién, presenta también ciertas limitaciones. Entre estas limitaciones destacan su baja
reproducibilidad, debido a que los resultados pueden verse afectados por condiciones
ambientales como variaciones de la temperatura o exposicién a la luz. Ademas, este método no
es adecuado para determinar el grado de oxidacidn de las grasas con alto grado de insaturacion,
ya que los perdxidos formados reaccionan con los dcidos grasos insaturados dando lugar a otros
productos secundarios, lo que tiene como resultado valores bajos del indice de perdxidos a
pesar de que la grasa se encuentre en un estado avanzado de oxidacion.

4 Desarrollo

A continuacion, describiremos como se lleva a cabo el procedimiento de analisis para establecer
el grado de oxidacidn primaria de una grasa comestible. Para ello, en primer lugar, se detallara
el protocolo analitico que es empleado habitualmente para determinar el indice de perdxidos
basado en el método descrito por la AOAC (1997). A continuacion, veremos un ejemplo practico
doénde calcularemos el valor de este indice en una muestra de aceite de oliva.

4.1 Fundamento

El indice de perdxidos se define como los miliequivalentes (mEq) de perdxido por kilogramo
de muestra. Este analisis se fundamenta en la capacidad que tiene el oxigeno activo de oxidar
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el yoduro potasico y liberar yodo, que se valora con tiosulfato empleando una disolucion de
almidén como indicador.

I.  Generacion de los hidroperéxidos
RH + O, -> R-OOH
1. Generacion de yodo molecular
1) Kl + CH3COOH - HI + CH3COO0-K
2) ROOH + 2HI - ROH + H,0 + |,
ll.  Valoracidn
I + 2Na;S;03 + Almiddn (azul) = NazSiO6 + 2 Nal + Almiddn (incoloro)

La determinacién del indice de perdxidos parte de la suposicién de que los compuestos que
reaccionan en las condiciones de la prueba son perdxidos o productos similares de lipidos
oxidados, y su analisis tiene lugar por volumetria de oxidacién-reduccidn. Este indice mide el
grado de oxidacidn primaria de una grasa y puede ser empleado para establecer el estado de
conservacién de la misma.

4.2 Materiales y reactivos

Material e instrumentacion:

e Balanza analitica.

e Placa calefactora con agitacidn.

e Varillas magnéticas para agitacion.

e Matraz Erlenmeyer de 250 mL con tapdn de vidrio.
e Pipetas y micropipetas.

e Probeta graduada de 50 mL.

Reactivos quimicos:

e Acido acético glacial (CH;COOH) para analisis, exento de oxigeno por
borboteo de una corriente de gas inerte puro y seco.

e 1-Decanol (CH3(CH,)9OH) para analisis.

e Yoduro potasico (Kl).

e Tiosulfato de sodio (Na,$S203:5H,0) para analisis.

e Almiddn soluble.

4.3 Preparacion de los reactivos de analisis

1. Disolucion acido acético:1-decanol relacién 3:2. Mezclar 3 volumenes de CH3COOH con 2
volimenes de CHs(CH,)9OH.

2. Disolucidn acuosa de almiddn soluble al 1%. Pesar 1 g de almidén y mezclar con 5 mL de

agua destilada. A continuacion, afiadir 100 mL de agua destilada en ebullicién y mantener en
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agitacién constante y ebullicién durante 3 min. Pasado este tiempo, retirar de la fuente de
calor y dejar atemperar.

3. Disolucién saturada de yoduro potdsico. Disolver 13 g de Kl en 10 mL de agua destilada
recientemente hervida durante 10 min y enfriada hasta temperatura ambiente (18-20°C).

Esta disolucidn debe prepararse inmediatamente antes de ser utilizada y deberd permanecer
saturada durante su uso y ser almacenada en oscuridad.

4. Disolucién 0.1 N de tiosulfato sédico. Disolver 25 g de Na;S;05:5 H,0 en 800 mL de agua
recién hervida y enfriada. Agitar durante aproximadamente 15 min hasta que se disuelva

completamente. Enrasar hasta un volumen final de 1000 mL. En caso necesario, emplear esta
disolucién para preparar disoluciones de tiosulfato de concentracidn inferior (0,01 N o 0,002
N. Para ello, diluir la disolucidon de Na,S;03 0,1 N con agua destilada hervida y enfriada hasta
alcanzar la concentracion deseada.

4.4 Procedimiento experimental

1. Preparacion de la muestra

Pesar entre 0,3 y 5 g de muestra de la grasa a analizar, con precision de 0,001 g, en un matraz
Erlenmeyer y cerrar herméticamente con un tapén de vidrio esmerilado hasta el inicio del
analisis. La cantidad de muestra a pesar en cada caso se determinard en funcién del valor
esperado de indice de perdxidos.

Tabla 1. Peso de la muestra y normalidad del tiosulfato a utilizar en el ensayo en funcién
del indice de Perdxidos (IP) que se espera obtener.

IP (mEq O,/Kg) Peso de la muestra (g) Normalidad tiosulfato

de0al2 de5,0a2,0 0,002 N
de12a20 de2,0a1,2 0,01 N
de 20230 del1,2a0,8 0,1N
de 30a50 de0,8a0,5 0,1N
de 50a90 de0,5a0,3 0,1N

En el caso de trabajar con grasas comestibles sélidas a temperatura ambiente se recomienda
fundir la muestra antes de su andlisis, calentando con agitacion constante sobre una placa
calefactora o en horno de aire a una temperatura unos 10 °C por encima de su punto de
fusidn. Hay que tener especial precauciéon en este paso para no someter la muestra a
temperatura superior a 40 °C durante un periodo de tiempo prolongado.
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2. Procedimiento

e Disolver lamuestra de grasa rapidamente con 30 mL de la mezcla de disolvente CH;COOH-
CH3(CH,)9OH vy afiadir 0,5 mL de la disolucién saturada de KI. Tapar el Erlenmeyer, agitar
ligeramente y dejar reposar a temperatura ambiente en oscuridad durante 1 min.

e A continuacién, afiadir 30 mL de agua destilada y comenzar la valoracidn con la disolucién
de tiosulfato hasta la aparicién de una coloracidn ligeramente amarilla.

e En ese momento, incorporar 0,5 mL de la disolucidn indicadora de almidén de manera
que la mezcla que se esta valorando adquirira una coloracién azul oscuro.

e Continuar la valoraciéon hasta que el color azul desaparezca y la muestra se vuelva
incolora.

e Si el volumen de la disolucidon Na,S;03 0,1 N empleado en la valoracidn es inferior a 0,5
mL, entonces se deberd repetir la valoracion utilizando una disolucién de tiosulfato de
una concentracién inferior, por ejemplo, Na;S;03 0,01 N.

e Realizar siempre simultdneamente un ensayo en blanco por triplicado. Si el resultado de
este ensayo en blanco es superior a 0,1 mL de la disolucién de Na,S,05 0,01 N, sustituir
los reactivos. El promedio de los valores del blanco se restard al volumen obtenido
durante la valoracion de la muestra.

4.5 Calculos y expresion de los resultados

El indice de perdxidos indica los miliequivalentes de oxigeno en forma de perdxido por
Kilogramo de grasa y se calcula empleando la siguiente ecuacién:

0, (Vmuestra' Vblanco)'N -1000
IP { mEq K_g =

Maceite
Donde:

Vmuestra: ML de Na;S,03 empleados en la valoracion de la muestra

Vmuestra: ML de Na;S,03 empleados en la valoracion del blanco

N: Normalidad exacta de la disolucién de Na,S,03 empleada en la valoracion
Maceite: PESO €N g de muestra empleados en la determinacidn

El resultado final corresponderd a la media aritmética de las réplicas efectuadas en cada
ensayo y el resultado de la determinacidn se expresara con una sola cifra decimal.
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4.6 Caso practico

- En la UE, las normas relativas a los controles de conformidad de las
normas de comercializacién del aceite de oliva y a los métodos de
analisis de las caracteristicas del aceite de oliva estan recogidos en el
Reglamento de Ejecucion (UE) 2022/2015. En este reglamento,
aparecen definidos, entre otros aspectos, las caracteristicas de los

(i{. aceites de oliva que son comercializados dentro de la UE, de manera

/89 que los valores de estos parametros definen la clasificacion del
Aceite deoliva producto en sus diferentes categorias, desde el aceite de oliva virgen
virgenextra

extra (AOVE) hasta el aceite de orujo de oliva (AOO). Asimismo, la

8?' introduccion de requisitos minimos de control para todos los Estados
miembros contribuye a la lucha contra el fraude en este tipo de
aceite.

Vamos a ver como ejemplo el caso del aceite de oliva virgen extra y comprobar si un aceite
cumpliria con los requisitos establecidos en la legislacion para el parametro de indice de
peroxidos a partir de los datos recogidos en el laboratorio.

Para determinar las caracteristicas de calidad de un aceite de oliva virgen extra se desea
calcular, entre otros parametros, su valor de indice de perdxidos. Para ello, se realiza por
triplicado el analisis de este parametro siguiendo el procediendo descrito anteriormente. Los
resultados obtenidos en el laboratorio son los siguientes:

Primera valoracién: se pesan 1,810 g del aceite empleando 3,181 mL de Na,S;05 0,01N
Segunda valoracidn: se pesan 1,822 g del aceite empleando 3,202 mL de Na;S,03 0,01N
Tercera valoracion: se pesan 1,815 g del aceite empleando 3,190 mL de Na,S,0; 0,01N

En paralelo, se realiza el ensayo en blanco por triplicado, siendo la media aritmética de estas
repeticiones igual a 0,102 mL.

Segun estos resultados en valor del IP sera en cada repeticion del ensayo:

0,
=17,011 mEq —
1,810 Kg

0,\ (3,181-0,102)-0,01 -1000

0,\ (3,202-0,102)-0,01 -1000 0,
IP (mEq —) = =17,014 mEq —
Kg 1,822 Kg
0,\ (3,190-0,102)-0,01 -1000 0,
IP (mEq —) = =17,014 mEq —
Kg 1,815 Kg

Después de calcular la media aritmética de las 3 repeticiones, se concluye que el valor del
indice de peroxidos del aceite analizado corresponde a 17,013 mEqO,/kg.
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La legislacidn vigente en la UE, seguin el Reglamento de Ejecucién (UE) 2022/2015 por el que
se establecen las normas relativas a los controles de conformidad de las normas de
comercializacion del aceite de oliva y a los métodos de analisis de las caracteristicas del aceite
de oliva, establece como criterio de calidad para el aceite de oliva virgen extra un valor de IP
inferior a 20 mEqO-/kg, por lo que el aceite de oliva analizado cumpliria con los parametros
de calidad establecidos en la legislacidn.

5 Cierre

A lo largo de este documento hemos visto los diferentes fendmenos de oxidacidon de las grasas
comestibles, el enranciamiento lipolitico o lipdlisis y, especialmente, el enranciamiento
oxidativo o autooxidacién. Ademas, se ha descrito la metodologia de analisis empleada para
determinar el grado de oxidacidn primaria de una grasa mediante el indice de perdxidos.
Finalmente, hemos visto un caso practico tomando como ejemplo el andlisis de un aceite de
oliva virgen extra para comprobar si este alimento cumple con los valores establecidos en la
legislacién para este parametro.
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